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要　　　旨
ヒトバーキットリンパ腫由来細胞株Daudi細胞を用いて，上皮性癌細胞の産生するムチンが
B細胞表面に特異的に発現するレクチンCD22と結合し，その結果としてB細胞に抑制性のシグ
ナルが伝達される可能性を示してきた．本年度は，実際に担癌患者の生体内においてこれらの
現象が起こりうることを確かめるために，癌細胞の転移したのリンパ節の凍結切片におけるB
細胞とムチンとの分布について調べた．その結果，CD22を発現している細胞の近傍にムチン
が分布するケースもあり，分子レベルでの相互作用が可能であることがわかった．
また，上皮性癌細胞の産生するムチン存在下でDaudi細胞を抗 IgM F(ab’)2で刺激すると，非
存在下に比べ濃度依存的にMAPKのリン酸化が阻害されることがわかった．このことは，ムチ
ン存在下では抗原刺激によるB細胞の増殖，分化が抑制されることを示唆している．
1. は じ め に
腫瘍形成の初期段階において，がん遺伝子，がん抑制遺伝子，あるいはアポトーシスなどの
関連経路の変化が起こることが広く知られている．また，グリコシル化の変化もよく知られた
現象であり，臨床において特定のグリカン構造が腫瘍の進行度を表すマーカーとして用いられ
ている．腫瘍細胞に起こるグリコシル化の変化は様々で，例としてN–グリカン分枝構造の変
化，シアル酸の結合様式，量およびアセチル化修飾の変化，グリコサミノグリカンの発現変化
などが挙げられる1，2，3）．
ムチンは多様な糖鎖構造を持つ高分子の糖タンパク質で，細胞膜糖タンパク質や分泌糖タン
パク質として存在する．正常な上皮細胞ではムチンはアピカル側からのみ分泌されているが，
悪性化に伴い極性が失われた上皮細胞では細胞表面全てから分泌されるようになり，その結果
として器官の内腔以外の空間や体液中にも見いだされるようになる．癌化した上皮由来の細胞
が産生するムチンは，グリコシル化の変化により，胎児組織を除く正常細胞ではほとんど発現
されない癌関連糖鎖抗原を含む多様なO–グリカン側鎖を持つようになる．また，その発現量
も増加することが知られている4，5）．一般に，癌患者におけるムチンの血中濃度と生存率は逆相
関することが知られている6，7）．マウスを用いたモデル実験では，マウス乳がん細胞が産生する
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ムチン様分子エピグリカニンを静注することにより，免疫能力の低下および生存率の低下が認
められている8）．これらの報告から，血中のムチンが血中成分と相互作用しうる血球系細胞や
血管内皮細胞に何らかの影響を与え，免疫能力を低下させていると考えられるが，その分子機
構についてはほとんど解明されていない．
血球細胞の細胞表面には様々なレクチンが存在する．このうち，シグレックファミリーに属
するレクチンは，シアル酸を含む糖鎖を認識する性質を持つ9）．
CD22 (Siglec–2)はシグレックファミリーに属し，N–グリカン上のα2–6 sialyl lactosamineや
O–グリカン上のシアリルTn抗原に結合することが報告されている10）．また，CD22はB細胞に
特異的に発現し，BCR (B cell receptor)の共受容体として知られている．ヒトではプロB細胞，
プレB細胞の細胞質内に先ず発現し，IgM陽性B細胞では IgDとほぼ同時期に細胞表面に発現
され，形質細胞に分化すると消失する．図1に示すように，CD22は細胞質外に7個の Igドメイ
ン（1個のVドメインと6個のC2ドメイン）をもつⅠ型膜タンパク質で，分子量は130～140
kDaである．細胞内ドメインは約140アミノ酸からなり，6個のチロシン残基を持つ．このうち
4つはITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) に位置する11）．ITIM相同性領域の
チロシン残基がリン酸化されると，SHP–1 (Src homology–2 containing tyrosine phosphatase–1)
がSH2ドメインを介して結合する．結合したSHP–1は，BCRシグナルの抑制に働く（図1）．
CD22の生理的リガンドとしてはCD45やsIgなどが報告されているが12，13），明確ではない．
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図1 BCRおよびCD22を介した情報伝達
BCRに抗原が結合するとチロシンキナーゼが活性化され，リン酸化が亢進する。B細胞が活性化される
一方，CD22のリン酸化はSHP–1をリクルートし，活性化の情報伝達を抑制する．
CD22をはじめシグレックファミリーに属するレクチンは，リガンドとなる糖鎖としてシアル
酸を末端に持つことが必須であるが，結合様式や修飾の違いにより結合力に差があることが報
告されている9）．シグレックファミリーに属する他の分子と同じくCD22も癌関連糖鎖抗原の
一つであるシアリルTn抗原を認識することから10），我々は上皮性癌の担癌状態にある患者に
おいて，生理的なリガンドとしてムチン上のシアリルTn抗原が結合する可能性があると考え
た．また，ムチン上にはシアリルTn抗原以外にもシアル酸を含有する様々な糖鎖構造が存在
し，これらも結合する可能性がある．このことから，シアル酸を多く含有するムチンは，シグ
レックを介して免疫抑制に働く可能性が高いと考えられる．
昨年度までに，ヒト腸癌細胞株LS180の産生するムチンを精製し，遺伝子改変CD22を用い
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図2 遺伝子改変human CD22の作製
上図に示すようなCD22にFLAG Tagをもつ遺伝子改変CD22を作製した．
図3 遺伝子改変CD22発現細胞へのムチンの結合
図2に示した遺伝子改変CD22を一過性に発現させたCos 7細胞に，ビオチン化したムチンを加えて1時
間インキュベート後，蛍光標識したアビジンを用いて細胞表面に結合したムチンを検出した．
て腫瘍ムチンとCD22が結合することを示した（図2，3）．また，腫瘍ムチンがヒトバーキッ
トリンパ腫由来細胞株Daudi細胞に与える影響を調べたところ，Daudi細胞に腫瘍ムチンを添
加することによりDaudi細胞表面上に発現しているCD22のチロシンリン酸化およびSHP-1の
リクルートが亢進することがわかった（図4）．本年度は，ムチンとCD22の結合がB細胞に与
える生物学的効果について検討するために，ムチンのBCRを介する情報伝達へ与える影響につ
いて調べた．また，実際の担癌患者におけるムチンとB細胞表面上のCD22との結合について
組織化学的手法を用いて検討した．
2. BCRを介する情報伝達へのムチンの影響
BCRに抗原が結合するとBCRを構成するCD79a (Igα)，CD79b (Igβ)のITAMモチーフのチロ
シン残基がリン酸化される14）．リン酸化された ITAMモチーフにSykが結合し，リン酸化のカ
スケードを介してB細胞の活性化が起こる．CD22はBCRの共受容体であり，この活性化シグ
ナルを負に調節している（図1）．昨年度までに，腫瘍ムチンがCD22に結合することにより
CD22の細胞質内領域に存在するITIMモチーフのチロシン残基のリン酸化およびSHP–1のリク
ルートが亢進することを明らかにした．このことは，腫瘍ムチンがCD22に結合することによ
りB細胞活性化のシグナルを抑制していると考えられる．そこで，B細胞活性化の情報伝達カ
スケードの下流に位置するMAPKのリン酸化に与えるムチンの影響について調べた．Daudi細
胞（5×106細胞）に腫瘍ムチン，アシアロ腫瘍ムチンを加えて37℃，5分間インキュベートし
た後，抗ヒトIgM F(ab’)2 (5µg/ml)を加えた．さらに，37℃，3分間インキュベートした後，遠
心分離により細胞を回収した．回収した細胞をSDS-PAGE試料用緩衝液により可溶化した．こ
のようにして得られた細胞抽出液を10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動し，ウエスタンブロ
ッティングによりPVDF膜に転写した．膜を抗リン酸化MAPK抗体または抗MAPK抗体と反応
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図4 ムチンによるCD22のリン酸化，SHP–1のリクルート
Daudi細胞（5×106 cells）培養液に抗IgM F(ab’)2，BSMあるいはLS180細胞より精製したムチンを加え，
1分後に細胞を回収した．細胞の可溶化物に抗CD22抗体を加え，免疫沈降した．
CD22の免疫沈降物を回収し，三分して抗CD22抗体，抗リン酸化チロシン抗体，抗SHP–1抗体を用いて
検出した．
させた後，ペルオキシダーゼ標識した抗マウス IgG抗体または抗ウサギ IgG抗体を用いて検出
した．図5に示すように，腫瘍ムチン存在下では，濃度依存的にMAPKのリン酸化が抑制され
た．これに対し，アシアロ腫瘍ムチンでは抑制が見られなかった．このことから，腫瘍ムチン
存在下では抗原刺激によるB細胞の活性化が抑制され，また，この抑制効果にはシアル酸が関
与していることが示された．Daudi細胞に腫瘍ムチンを添加することによりDaudi細胞表面上
に発現しているCD22のチロシンリン酸化およびSHP-1のリクルートが亢進すること（図4）と
あわせると，この抑制効果はムチン上のシアル酸残基とCD22の相互作用による結果であると
考えられる．
3. 癌細胞の転移したリンパ節におけるムチンとＢ細胞の分布
上記したように in vitroにおいて，腫瘍ムチンがB細胞の活性化シグナルを抑制することが示
唆された．次に，実際の生体内においてこのような現象が起こりうるかどうかについて検討し
た．胃癌患者のリンパ節の凍結切片を作成し，CD22とムチンの分布をCD22に対する抗体およ
びシアリルTn抗原に対する抗体（MLS132）を用いて染色した．図6に示すように，CD22は
以前の報告と一致して15）マントルゾーン（暗殻層）に強い発現がみられた．転移がみられるリ
ンパ節（図6：a～ i）においては，その近傍にムチンを高発現する腫瘍細胞が観察された（図
6：d～ f，矢印）．比較的転移の少ないリンパ節（図6： j～r）においても，暗殻層の周辺にム
チン産生腫瘍細胞がみられた（図6：m～o，矢印）．このことから，実際の担癌患者の生体内
においてムチンがB細胞の活性化シグナルを抑制している可能性が示唆された．また腫瘍細胞
に比べてはるかに低いレベルではあるが，以前に報告されているように16），胚中心においても
ムチンの発現がみられた．これは，濾胞樹状細胞（Follicular dendritic cell）が発現している
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図5 ムチンによるMAPKのリン酸化の阻害
Daudi細胞（2×106 cells）培養液に，LS180細胞より精製したムチンあるいはアシアロムチンを0～100 ng
加えて37℃，5分間インキュベートした。さらに，抗 IgM F(ab’)2を加え，3分間インキュベート後に細胞
を回収した．細胞の可溶化物を二分してSDS-PAGE，ウエスタンブロッティング後，抗MAPK抗体，抗リ
ン酸化MAPK 抗体を用いて検出した．
MUC1であることが知られている．その機能については明らかにされていないが，腫瘍ムチン
のB細胞活性化シグナル抑制と同様の機構で，B細胞の分化，増殖を調節している可能性もある．
4. 癌患者リンパ節におけるB細胞のアポトーシス
癌細胞の転移したリンパ節において，がん細胞の産生するムチンとB細胞表面上のCD22が
相互作用することが示唆されたが，次に，この相互作用が生物学的にどのような結果をもたら
すかが問題となる．リンパ節の胚中心において，低い抗原親和性しか有さないクローンや自己
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図6 担癌患者リンパ節におけるB細胞とムチン産生腫瘍細胞の分布
担癌患者リンパ節の凍結切片をモノクローナル抗体 MLS132（抗シアリルTn抗体）または抗CD22抗体
をもちいて免疫染色した。CD22発現B細胞は，主に暗殻層（Mantle zone: MZ）に分布していた（g, h, i, p,
q, r）．転移が認められるリンパ節（a～h）において，ムチンはその近傍に分布していた（d～ f）。比較的
転移の少ない担癌患者リンパ節（j～ r）においても，暗殻層を囲むようにムチンが分布していた（m～
o：矢印）．GC：胚中心（germinal center）．
反応性クローンはアポトーシスにより除去されると考えられている17）．このことから，腫瘍ム
チンによるB細胞の活性化シグナルに対する抑制効果は，抗原に対するB細胞の反応性を低下
させ，その結果としてアポトーシスを引き起こすという可能性が考えられる．この可能性につ
いて，TUNEL法を用いて検討した．図7 a～cに示すように，ムチンを高発現する腫瘍細胞付
近の胚中心において高頻度にアポトーシスがみられた．前述のように，胚中心はB細胞選択の
場であり，アポトーシスがよく観察される組織構造として知られている．しかしながら，腫瘍
細胞近傍の胚中心では，転移の認められないリンパ節の胚中心（図7：d，e）に比べ，有意に
B細胞のアポトーシスが増加していた．この現象がムチンによる影響であるという直接の証拠
はないが，これまでの実験結果からその可能性は十分考えられる．また，転移はみとめられな
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図7 担癌患者リンパ節におけるアポトーシス
担癌患者リンパ節においてアポトーシスを起こしている細胞をTUNEL法により検出した（赤色）。同時
に，モノクローナル抗体MLS132をもちいてムチンを（緑色），DAPIにより核をそれぞれ染色した（青色）。
a～c；ムチン産生腫瘍細胞近傍のリンパ濾胞，d，e；転移の認められないリンパ節のリンパ濾胞，f～ i；
転移は認められないが胚中心がMLS132で強く染色されている（濾胞樹状細胞がMUC 1を高発現している）
リンパ節のリンパ濾胞．
いが，胚中心部分がシアリルTn抗原に対する抗体で強い染色像がみられる担癌患者のリンパ
節（図7： f～ i）において，リンパ濾胞におけるアポトーシスが多く認められることも，この
可能性を示唆している．前述のように，正常組織においては濾胞樹状細胞（Follicular dendritic
cell）が発現しているMUC1が，腫瘍ムチンのB細胞活性化シグナル抑制と同様の機構で，B
細胞の分化，増殖を調節しているのかもしれない．
5. ま　と　め
a 腫瘍ムチン存在下では，濃度依存的にMAPKのリン酸化が抑制された．これに対し，アシ
アロ腫瘍ムチンでは抑制が見られなかった．このことから，腫瘍ムチン存在下では抗原刺
激によるB細胞の活性化が抑制され，また，この抑制効果にはシアル酸が関与していること
が示された．
s 担癌患者のリンパ節において，マントルゾーン（暗殻層）にCD22発現B細胞がみられた．
転移がみられるリンパ節において，その近傍に腫瘍細胞の産生したムチンが観察された．
このことは，実際の担癌患者の生体内においてムチンがB細胞の活性化シグナルを抑制し
ている可能性を示唆している．
d 腫瘍細胞近傍に位置するリンパ濾胞の胚中心では，有意にB細胞のアポトーシスが増加し
ていた．この現象がムチンによる影響であるという直接の証拠はないが，これまでの実験
結果からその可能性は十分考えられる．
6. 展　　　望
担癌患者のリンパ節において，腫瘍細胞の産生するムチンとCD22を高発現するB細胞が
近傍に位置することが明らかとなり，実際の担癌患者の生体内においてムチンがB細胞の活性
化シグナルを抑制している可能性が示唆された．また，ムチンがB細胞活性化のシグナルを抑
制していることも確かめられた．しかしながら，その機構の詳細についてはまだ不明の点が多
く，さらなる研究が必要である．現在，培養細胞を用いてムチンのB細胞活性化のシグナル抑
制効果の機構を解析中である．
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